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論 文 内 容 の 要 旨 
 
近年の不妊治療の需要増加に伴い，卵子の質を向上させる手法の開発が急務となっている。
細胞小器官であるミトコンドリアは発育後の哺乳類卵子内において数十万個存在し，受精や
胚発生に必要なエネルギーである ATP の産生を司る。しかし卵子内のミトコンドリアは母
体の加齢や肥満によって機能が低下する。このミトコンドリアの機能低下により，受精異常
や細胞分裂の停止，分裂異常，さらには細胞質の断片化が引き起こされる。そのため卵子内
のミトコンドリアの質を向上させることが不妊治療において重要視されている。最新の不妊
治療では，他の組織から採取したミトコンドリアを卵子に移植し，卵子の質の改善が試みら
れている。また，イギリスでは正常なミトコンドリアを有する他人の卵子に核置換をする方
法が行われている。しかし，ミトコンドリア移植には，他の組織と卵子ではミトコンドリア
の形態が大きく異なることから安全性や有効性に疑問点が多い。また，核置換は生まれてき
た子供が他人のミトコンドリアDNAを受け継ぐことから，倫理的かつ安全性に問題があり，
日本ではこの手法は承認されていない。更にこれらの手法は卵子に直接傷をつけるため卵子
への負担が大きく，高度な技術が要求されるため治療に向けたハードルが高いというデメリ
ットがある。そのため，非侵襲的かつ簡便にミトコンドリアの品質を向上させる手法が必須
である。体細胞では，低質化したミトコンドリアの分解除去と新規ミトコンドリアの合成に
よりミトコンドリアの正常性を維持する『品質管理機構』の存在が示されてきたが，卵子の
研究では品質を管理という概念がなかった。そこで本研究ではヒトのモデル動物としてブタ
の卵子を用い，1)卵子内におけるミトコンドリアの合成・分解による品質管理のメカニズム
を解明し，2)さらにそのメカニズムの応用によるミトコンドリア及び卵子の質の向上を試み
た。 
 
1) 卵子内のミトコンドリア品質管理機構の解明 
卵子内におけるミトコンドリア品質管理機構の存在を証明するため，脱分極在である
carbonyl cyanide-m-chlorophenylhydrazone (CCCP)にて卵子を処理し，ミトコンドリアに
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人為的に障害を与えた。CCCP 処理直後の卵子は含有する ATP 量が少なく，さらに活性酸
素(ROS)量が増加していたことからミトコンドリア機能が低下していることが示された。し
かし CCCP 処理卵子を 44 時間の体外成熟培養後に観察すると，ATP が非処理区に近い値
まで回復し，ROS 量と卵子の胚発生能力は非処理区と比較して全く差が見られなかった。
また培養後卵子のミトコンドリア DNA コピー数を評価しても，CCCP 処理区と非処理区の
間で有意な差は観察されなかった。しかし，プロテアソームの阻害剤である MG132 を添加
した培養液を用いたところ，CCCP 処理卵子にてミトコンドリア DNA コピー数の有意な増
加が観察された。これらのことから，CCCP 処理により増加した不良なミトコンドリアはプ
ロテアソームによって分解除去され，その減少を補填するために新規ミトコンドリアの合成
が活発化していることが示された。この説を裏付けるように，CCCP 処理卵子ではプロテア
ソームにより分解されるユビキチン化タンパク質が増加しており，さらにミトコンドリア合
成を制御する TFAM 発現も有意に増加していた。また，これらミトコンドリア分解や合成
の上流に位置する SIRT1 の発現も，CCCP 処理卵子において増加していた。このことから，
卵子内には機能が低下したミトコンドリアを分解除去し，同時に新規ミトコンドリアを合成
する動きが存在し，これが SIRT1 によって制御されていることが証明された。 
 
2) 短時間の高温処理による卵子内ミトコンドリア品質管理の亢進 
次に SIRT1 の人為的な活性化による，卵子内ミトコンドリア品質管理の亢進を試みた。
今回は非薬剤的な SIRT1 の活性化方法として，短期間の高温処理を用いた。生体における
運動後の体温上昇と SIRT1 の増加を模して，骨格筋細胞の体外培養中に高温処理を施すと，
SIRT1 発現の上昇に伴うミトコンドリア数の増加が認められている。本研究では，卵子を
体外成熟培養の最初の一時間，通常培養環境より 3ºC 高い 41.5ºC にて処理し，SIRT1 発現
とそれに伴うミトコンドリア動態の変化を調査した。高温処理卵子は処理直後において，
Heat Shock Protein 72 (HSP72)の発現が増加しており，処理 23 時間後においては SIRT1
発現も増加していた。また，高温処理の代わりに HSP72 の活性化剤にて卵子を処理したと
ころ，高温処理時と同様に処理 23 時間後の SIRT1 発現が増加していた。これらのことか
ら，高温処理による SIRT1 発現の上昇は，HSP72 を介していることが示された。次に高温
処理卵子の培養後のミトコンドリア DNA コピー数を測定したところ，非処理区との差は観
察されなかった。しかし，体外成熟培養に MG132 含有培地を用いたところ，高温処理卵子
においてミトコンドリア DNA コピー数の有意な増加が認められた。さらに高温処理卵子で
は，処理 23 時間後において TFAM 発現の増加が観察され，ミトコンドリア分解を制御する
PINK1 の発現も増加していた。また高温処理卵子ではミトコンドリア膜電位活性の上昇と
ATP 含量の増加も確認され，活性化後の胚発生能力も向上していた。これらのことから，
短期間の高温処理による SIRT1 の活性化は，卵子内の既存のミトコンドリアを作り変える
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ことで活性の高いミトコンドリアの比率を増やし，卵子の質をも向上させることが明らかに
なった。 
 
 
審 査 報 告 概 要 
 
ミトコンドリアは哺乳動物の卵子の質を維持する上で重要であるが，卵子内でのミトコン
ドリア品質管理の存在は示されていない。本研究ではまずミトコンドリアにおける ATP 産
生を阻害する薬剤を用いて卵子内のミトコンドリア動態の検証を行った。結果としてミトコ
ンドリア機能低下に伴い脱アセチル化酵素である SIRT1 発現が上昇し，これが卵子内でミ
トコンドリアの分解除去と新規合成の双方を活性することが示された。また短期間の高温処
理により，ミトコンドリアの機能低下を介さずに SIRT1 発現を増加させることで，ミトコ
ンドリアの品質管理を促進し，ミトコンドリアと卵子の質を向上させることを可能にした。
これらの研究成果等を詳細に検討した結果，審査委員一同は博士（畜産学）の学位を授与す
る価値があると判断した。 
 
